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Kopplunq von Proteinen an ein modifiziertes Polvsaccharid 

. Die schnelle Entwicklung der Gentechnik in den letzten Jahrzehnten hat dazu ge- 
fuhrt, dass eine Vielzah! von Genen fur Proteine mit potentiellem therapeutischem 
Nutzen identifiziert wurden und die entsprechenden Genprodukte mit Hilfe biolo- 
gischer Expressionssysteme unschwer rein oder annahernd rein in grdBeren Mengen 
hergestellt werden konnen. 

Es stellte sich jedoch heraus, dass der praktische Einsatz solcher Proteine, z.B. in 
der Diagnostik, der Therapie und bei Biotransformationen, haufig auf Schwierigkeiten 
sto&t, da deren Stabilitats- und Loslichkeitseigenschaften, insbesondere bei physio- ' 

•logischen pH-Werten, oft unbefriedigend sind. Zwei Beispiele fur solche Proteine sind 
der Tumornekrosefaktor TNF-a oder lnterleukin-2. 

Loslichkeitsprobleme treten zudem sehr haufig bei der Expression von Glyco- 
protein in prokaryotischen Systemen wie E. cofi auf, da diese dann ohne die 
naturliche Glycosylierung exprimiert werden, was zum Teil eine erheblich vermin- 
derte Loslichkeit zur Folge hat. Dies kann den Einsatz von wesentlich teureren 
eukaryotischen Expressionsystemen erforderlich machen. 

Beim therapeutischen Einsatz im Korper werden viele Proteine sehr schnell aus dem 
Blutkreislauf entfernt oder abgebaut. Systemisch applizierte Proteine mit einem 

•Molekulargewicht von mehr als etwa 70 kD konnen durch das reticuloendothelial 
System oder spezifische Wechselwirkungen mit zellularen Rezeptoren dem Kreislauf 
entzogen werden. Kleinere Proteine mit einem Molekulargewicht von weniger als 
etwa 70 kD konnen uberdies in groftem Umfang durch die glomerulare Filtration in 
der Niere (AusschluSgrenze etwa 70 kD) entfernt werden. 

Ein in jungerer Zeit verfolgter Ansatz zur Behebung der geschilderten Probleme 
besteht in der Kopplung solcher problematischen Proteine mit gut wasserloslichen 
biokompatiblen Polymeren, wie z.B. Polyethylenglycol und Dextran, Durch die 
Kopplung laBt sich einerseits das Molekulargewicht uber den Schwellenwert von 70 
kD hinaus erhohen, so dass die Plasma-Verweilzeit kleinerer Proteine drastisch 



gesteigert werden kann, andererseits kann durch den hydrophilen Polymeranteil 
Loslichkeit im waSrigen Milieu verbessert werden. 



Weitere, meist gunstige Wirkungen, die mit der Kopplung von Proteinen mit solchen 
Polymeren verbunden sein konnen, beruhen auf der Maskierung von Protease- 
erkennungsstellen und antigenen Determinanten auf dem Proteinmolekul durch das 
gebundene Polymer. Dadurch konnen die therapeutischen Proteine zum einen 
weitgehend dem proteolytischem Abbau entzogen werden, zum anderen ist die 
Auslosung allergener Reaktionen durch das korperfremde therapeutische Protein 
weitgehend unterdruckt. Ober die Molekulargewichtserhohung hinaus werden 
Proteine so durch die Anwesenheit eines Polymers vor enzymatischem Abbau und 
zudem oft vor thermischer Denaturierung geschutzt. In vielen Fallen erhoht sich 
dadurch die Stabilitat und in v/Vo-Halbwertszeit der Proteine deutlich bzw. sinkt die 
Immunogenitat und Antigenitat. 

Bisher wurden die meisten Modifizierungen mit Polyethylenglycol oder Dextran 
durchgefuhrt, wobei PEG generell bevorzugt wird, da es einfachere Produkte ergibt. 

Dextran-Kopplungen wurden nur fur einige wenige Proteine beschrieben, wie z.B. 
Streptokinase, Plasmin, Hamoglobin oder Aprotinin. Dextran-Konjugate zeigen 
jedoch oft hohe Allergenic, vermutlich verursacht durch Abbauprodukte des 
Dextrans, eine geringe metabolische Stabilitat und in vielen Fallen geringe Aus- 
beuten bei den Kopplungsreaktionen. Dies hat dazu gefuhrt, dass bisher keines 
dieser Dextran-Kopplungsprodukte fur die therapeutische Anwendung an Mensch 
oder Tier zugelassen wurde. 

Derivatisierungen mit PEG wurden wesentlich haufiger durchgefuhrt, so dass diese 
Methode heute als Standard fur die MolekulargewichtsvergrdBerung von Proteinen 
angesehen werden kann. Einige dieser Derivate befinden sich in verschiedenen 
Phasen der klinischen Versuche bzw. sind bereits in den USA zugelassen. In Phase 
III befindet sich PEG-Hamoglobin sowie ein PEG-Addukt der Superoxiddismutase 
(SOD), das hinsichtlich Polymerkopplungen als das am besten untersuchte Protein 
gilt. PEG-gekoppelte Asparaginase wird bereits in der Therapie der akuten 
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. lymphozytischen Leukamie eingesetzt. In 2001 wurde PEG-lnterferon-ct zur 
Behandlung von Hepatitis-C-Patienten zugelassen. 

Beim Einsatz dieser PEG-Konjugate wurde jedoch auch uber unangenehme bis 
gefahrliche Nebenwirkungen wie Juckreiz, Uberempfindlichkeitsreaktionen und 
Pankreatitis berichtet. Ferner ist die biologische Aktivitat der Proteine nach der PEG- 
Kopplung oft sehr gering und der Metabolismus der Abbauprodukte von PEG- 
Konjugaten ist noch weitgehend unbekannt und stellt moglicherweise ein 
Gesundheitsrisiko dar. 

WO 99/49897 beschreibt Konjugate von Hamoglobin, welche durch Umsetzung der 
MM Aldehydgruppen von oxidativ ringgeoffneten Polysacchariden wie Hydroxyethylstarke 
Oder Dextran mit primaren Amingruppen des Proteins gebildet werden. Dabei wirken 
die eingesetzten Polysaccharide jedoch als polyfunktionelle Reagenzien, die ein sehr 
heterogenes Produktgemisch mit schwer einstellbaren Eigenschaften ergeben. 

US-Patent 6,083,909 beschreibt ein Verfahren zur Kopplung von selektiv oxidierter 
Hydroxyethylstarke an Hamoglobin in DMSO. Unsere Untersuchungen zeigten 
jedoch, da(J das gewQnschte Produkt unter den angegebenen Bedingungen nicht 
erhalten wird, da Hamoglobin in DMSO denaturiert und damit seine biologische 
Aktivitat verliert. 

Es besteht somit nach wie vor Bedarf an physiologisch gut vertraglichen Alternativen 
^^zu Dextran- oder PEG-gekoppelten Proteinen, mit denen die Loslichkeit von 
Proteinen verbessert oder die Verweildauer der Proteine im Plasma erhoht werden 
kann. 

Aufgabe der Erfindung ist es daher, solche Alternativen bereitzustellen und einfache 
und effiziente Verfahren zur Herstellung solcher alternativer Proteinderivate zu 
entwickeln. 

Erfindungsgemali wird diese Aufgabe durch Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugate 
geiast, welche dadurch gekennzeichnet sind, dass die bindende Wechselwirkung 
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zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem Protein auf einer kovalenten 
Bindung beruht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen der 
- endstandigen Aldehydgruppe Oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch chemische 
Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls 
und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls reaktionsfahigen funktionellen Gruppe des 
Proteins ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende Bindung 
gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur obengenannten kovalenten Bindung 
modifiziert sein kann. 

Die Erfindung umfasst ferner pharmazeutische Zusammensetzungen, welche diese 
Konjugate enthalten, sowie die Verwendung dieser Konjugate und Zusammen- 
setzungen zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen 
oder tierischen Korpers sowie Verfahren zur Herstellung dieser Konjugate und 
Zusammensetzungen. 

Uberraschend wurde gefunden, dass sich die oben beschriebenen Reaktionen bei 
geeigneter Wahl der Bedingungen in wassriger Losung durchfuhren lassen, wodurch 
die biologische Aktivitat der Proteine in vielen Fallen vollstandig oder teilweise 
erhalten werden kann. 

Das wassrige Reaktionsmedium fur die Kopplungsreaktion ist dabei vorzugsweise 
y » Wasser oder eine Mischung aus Wasser und einem organischen Losungsmittel, 
wobei der Wasseranteil in der Mischung mindestens etwa 70 Gew.-%, vorzugsweise 
mindestens etwa 80 Gew.-%, noch bevorzugter mindestens etwa 90 Gew.-% betragt. 

Das Molverhaltnis von Hydroxyalkylstarke (HAS) zu Protein bei der Kopplungs- 
reaktion betragt gewohnlich etwa 20:1 bis 1:1, vorzugsweise etwa 5:1 bis 1:1. 

Die biologische Restaktivitat der erfindungsgemafcen Hydroxyalkylstarke-Protein- 
Konjugate, bezogen auf die Ausgangsaktivitat des Proteins, betragt in der Regel 
mindestens 40%, vorzugsweise mindestens 50%, bevorzugter mindestens 70 %, 
noch bevorzugter mindestens 90 %, am meisten bevorzugt mindestens 95 %. 



Die erfindungsgemafc eingesetzte Hydroxyalkylstarke (HAS) kann nach einem 
bekannten Verfahren, z.B. Hydroxyalkylierung von Starke an der C 2 - und/oder C 6 - 
Position der Anhydroglucoseeinheiten mit Alkylenoxid oder 2-Chloralkanol, z.B. 2- 
Chlorethanol, (siehe z.B. US 5,218,108 fur die Hydroxyethylierung von Starke), mit 
verschiedenen gewunschten Molekulargewichtsbereichen und Substitutionsgraden 
hergestellt werden. Es kdnnen auch beliebige der im Handel erhaltlichen Prapa- 
rationen eingesetzt werden. Die Definition der Alkylgruppierung in „ Hydroxyalkyl- 
starke", wie hier verwendet, schlieGt Methyl, Ethyl, Isopropyl und n-Propyl ein, wobei 
Ethyl besonders bevorzugt ist. Ein wesentlicher Vorteil der HES ist es, dass diese als 
biokompatibler Plasmaexpander bereits behordlich zugeiassen ist und in grofcem Stil 
klinisch eingesetzt wird. 

Das mittlere Molekulargewicht der Hydroxyalkylstarke kann im Bereich von etwa 3 
kD bis mehreren Millionen Dalton, vorzugsweise etwa 4 kD bis etwa 1000 kD, bevor- 
zugter im Bereich von etwa 4 kD bis etwa 50 kD oder im Bereich von etwa 70 kD bis 
etwa 1000 kD, besonders bevorzugt bei etwa 130 kD, liegen. Fur die Kopplung an 
kleine Proteine wird das mittlere Molekulargewicht der Hydroxyalkylstarke vorzugs- 
weise so gewahlt, dali der oben genannte Schwellenwert von 70 kD bei den 
Konjugaten uberschritten wird, wahrend filr die Kopplung an groBe Proteine das 
Molekulargewicht der Hydroxyalkylstarke vorzugsweise im unteren Bereich des 
genannten Spektrums liegen wird. Da eine Kopplung an mehreren Stellen eines 
Proteins moglich ist, kann es auch vorteilhaft sein, mehrere kleine Polymerketten, 
statt einer hochmolekularen zu koppeln. Der Substitutionsgrad (Verhaltnis der Anzahl 
.modifizierter Anhydroglucoseeinheiten zur Anzahl der gesamten Anhydroglucose- 
einheiten) kann ebenfalls variieren und wird haufig im Bereich von etwa 0,2 bis 0,8, 
vorzugsweise etwa 0,3 bis 0,7, noch bevorzugter etwa 0,5, liegen. (Anmerkung: Die 
Zahlen beziehen sich auf den "Degree of Substitution", der zwischen 0 und 1 liegt). 
Das Verhaltnis von C 2 - zu Cs-Substitution liegt gewohnlich im Bereich von 4 bis 16, 
vorzugsweise im Bereich von 8 bis 12. 

Diese Parameter lassen sich nach bekannten Verfahren einstellen. Erfahrungen mit 
der Verwendung von Hydroxyethylstarke (HES) als Blutersatzstoff haben gezeigt, 
dass die Verweilzeit von HES im Plasma vom Molekulargewicht und dem 




Substitutionsgrad und Substitutionstyp (C2-Substitution oder Ce-Substitution) 
abhangt, wobei ein hoheres Molekulargewicht, ein hoherer Substitutionsgrad und ein 
- hSherer Anteil der C2-Substitution die Verweilzeit erhdht. 

Diese Beziehungen gelten auch fur die erfindungsgemaften Hydroxyalkylstarke- 
Protein-Konjugate, so dass die Verweilzeit eines bestimmten Konjugats im Plasma 
uber den Polysaccharidanteil einstellbar ist. 

Hydroxyethylstarke-Praparate mit einem mittleren Molekulargewicht von 130 kD und 
einem Substitutionsgrad von 0,5 bzw. mit einem mittleren Molekulargewicht von 200 
kD und einem Substitutionsgrad von 0,25 fanden bereits klinische Anwendung als 
■PJi Blutersatzstoffe und sind auch fur den Einsatz in der vorliegenden Erfindung 
geeignet. 

Als Protein ist in der vorliegenden Erfindung grundsatzlich jedes Protein geeignet, 
das die erforderliche funktionelle Gruppe, z.B. eine freie Aminogruppe, Thiolgruppe 
oder Carboxylgruppe, zur Reaktion mit der funktionellen Gruppe des HAS-Molekuls 
besitzt. 

Zur Einfuhrung einer gewunschten funktionellen Gruppe kann das Protein auch mit 
einem geeigneten, physiologisch vertraglichen, bifunktionellen Linkermolekul 
umgesetzt werden. Die verbleibende reaktionsfahige funktionelle Gruppe des 
mm angekoppelten Linkermolekuls wird dann fur die Zwecke der vorliegenden Erfindung 
ebenfalls als „reaktionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins" betrachtet. 

Geeignete Linkermolekule enthalten an einem Ende eine Gruppierung, die mit einer 
reaktionsfahigen funktionellen Gruppe des Proteins, z.B. einer Amino-, Thiol- oder 
Carboxylgruppe, eine kovalente Bindung eingehen kann, und am anderen Ende eine 
Gruppierung, die mit der endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch 
chemische Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe, z.B. einer Carboxyl- 
gruppe, aktivierten Carboxylgruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente 
Bindung eingehen kann. Zwischen den b.eiden funktionellen Gruppen des Linker- 
molekuls befindet sich ein biologisch vertragliches Bruckenmolekul geeigneter 



. Lange, z.B. eine Gruppierung, die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylen- 
glycolgruppierung oder eine andere geeignete Oligomergruppierung. Bevorzugte 

• Gruppierungen, die rnit Aminogruppen reagieren konnen, sind z.B. N-Hydroxy- 
succinimidester, Sulfo-N-hydroxysuccinimidester, Imidoester und andere aktivierte 
Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit Thiolgruppen reagieren 
konnen, sind z.B. Maleimid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die 
mit Aidehyd- oder Carboxylgruppen reagieren konnen, sind z.B. Amino- oder 
Thiolgruppen. 



Beispielhafte Linkermolekule zur Verknupfung von SH- und NH-Funktionen sind: 



AMAS 


(N-a(Maleimidoacetoxy)succinimidester) 


BMPS 


(N-IX(Maleimidopropyloxy)succinimidester) 


GMBS 


(N-7(Maleimidobutyryloxy)succinimidester) 


EMCS 


(N-s(Maleimidocaproyloxy)succinimidester) 


MBS 


(m-(Maleimidoben2oyl)-N-hydroxysuccinimidester) 


SMCC 


(Succinimidyl-4-(N-maleimidomethyl)cyclohexan-1 -carboxylat) 


SMPB 


(Succinimidyl-4-(p-maleimidophenyl)butyrat) 


SPDP 


(Succinimidyl-3-(2-pyridyldithio)proprionat) 


Sulfo-GMBS 


(N^/(Maleimidobutyryloxy)sulfosuccinimidester) 


Sulfo-EMCS 


(N-e(Maleimidocaproyloxy)sulfosuccinimidester). 




Beispielhafte Linkermolekule zur Verknupfung von SH- und SH-Funktionen sind: 



BMB 


(1 .4-Bis-maleimidobutan) 


BMDB 


(1.4-Bis-maleimido-2.3-dihydroxybutan) 


BMH 


(Bis-maleimidohexan) 


BMOE 


(Bis-maleimidoethan) 


DTME 


(Dithio-bis-maleimidoethan) 


HBVS 


(1 .6-Hexan-bis-vinylsulfon) 


BM(PEO) 3 


(1.8-Bis-maleimidotriethylenglycol) 


BM(PEO) 4 


(1.11 -Bis-maleimidotetraethylenglycol). 



Beispielhafte Linkermolekule zu Verknupfung von NH- und NH-Funktionen sind: 
BSOCOES (Bis-(2-(succinimidyloxycarbonyloxy)ethyl)sulfon 
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. BS 3 (Bis-(sulfosuccinimidyl)suberat) 

DFDNB (1 .5-Difluor-2.4-dinitrobenzol) 

- DMA (Dimethyladipimidat HCI)) 

DSG (Disuccinimidylglutarat) 

DSS (Disuccinimidylsuberat) 

EGS (Ethylenglycol-bis-(succinimidylsuccinat). 





Beispielhafte Linkermolekule zur Verknupfung von SH- und CHO-Funktionen sind: 
BMPH (N-(B-Maleimidopropionsaure)hydrazid TFA) 

EMCA (N-(8-Maleimidocapronsaure)hydrazid) 
KMUH (N-(K-Maleimidoundecansaure)hydrazid) 
M 2 C 2 H (4-(N-Maleimidomethyl)cyclohexan-1-carboxylhydrazid HCI) 

MPBH (4-(4-N-Maleimidophenyl)buttersaurehydrazid HCI) 

PDPH (3-(2-Pyridyldithio)propionylhydrazid). 

Ein belspielhaftes Linkermolekul zur VerknQpfung von SH- und OH-Funktionen ist 
PMPI (N-(p-Maleimidophenyl)isocyanat). 

Beispielhafte Linkermolekule zur Oberfuhrung einer SH-Funktion in eine COOH- 
Funktion sind: 

BMPA (N-S-Maleimidopropionsaure) 
EMCH (N-B-Maleimidocapronsaure) 
KMUA (N-K-MaleimidoundecansSure). 

Beispielhafte Linkermolekule zur Oberfuhrung einer NH-Funktion in eine COOH- 
Funktion sind MSA (Methyl-N-succinimidyladipat) Oder langerkettige Homologe 
davon oder entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 



Beispielhafte Linkermolekule zur Oberfuhrung einer COOH-Funktion in eine NH- 
Funktion sind DAB (1.4-Diaminobutan) oder langerkettige Homologe davon oder 
entsprechende Derivate von Ethylenglycol. 




Ein beispielhaftes Linkermolekul, das mit einer Aminogruppe eines Molekuls reagiert 
und eine geschQtzte Aminogruppe in grdlierem Abstand von diesem Molekul zur 
- Vermeidung einer sterischen Hinderung bereitstellt, tst TFCS (N-e(Trifluoracetyl- 
caproyloxy)succinimidester). 

Weitere geeignete Linkermolekule sind Fachleuten bekannt und im Handel erhaltlich 
Oder konnen je nach Bedarf und in Abhangigkeit von den vorhandenen und ge- 
wunschten funktionellen Gruppen der HAS und des anzukoppelnden Proteins 
entworfen und nach bekannten Verfahren hergestellt werden. 

•Der Begriff „Protein" im Sinne der vorliegenden Erfindung soil jede Aminosaure- 
sequenz einschlieSen, die mindestens 9-1 2 Aminosauren, vorzugsweise mindestens 
15 Aminosauren, bevorzugter mindestens 25 Aminosauren, besonders bevorzugt 
mindestens 50 Aminosauren, umfaBt, und auch naturliche Derivate, z.B. Pra- Oder 
Pro-Formen, Glycoproteine, Phosphoproteine, oder synthetische modifizierte 
Derivate, z.B. Fusionsproteine, Neoglycoproteine, oder durch gentechnologische 
Verfahren modifizierte Proteine, z.B. Fusionsproteine, Proteine mit Aminosaure- 
austauschen zur Einfuhrung bevorzugter Kopplungsstellen, einschlieSen. 

Zur prophylaktischen oder therapeutischen Behandlung des menschlichen oder 
tierischen Korpers wird das betreffende Protein eine bestimmte gewunschte Funktion 
_ im KOrper ausuben. Vorzugsweise besitzt das Protein daher z.B. eine regulatorische 
y^yder katalytische Funktion, eine Signalvermittlungs- oder Transportfunktion oder eine 
^^^Funktion bei der Immunreaktion oder Auslosung einer Immunreaktion. 

Das Protein kann beispielsweise aus der Gruppe aus Enzymen, Antikorpern, Anti- 
genen, Transportproteinen, Bioadhasionsproteinen, Hormonen, Wachstumsfaktoren, 
Cytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, Aktivatoren, Inhibitoren oder einem funk- 
tionellen Derivat oder Fragment davon ausgewahlt sein. „Funktionelles Derivat oder 
Fragment" bedeutet in diesem Zusammenhang ein Derivat oder Fragment, das eine 
gewunschte biologische Eigenschaft oder Aktivitat des Stammolekuls ganz oder 
teilweise, z.B. zu mindestens 10-30 %, bevorzugter zu mehr als 50 %, noch 
bevorzugter zu mehr als 70 %, am meistens bevorzugt zu mehr als 90%, behalten 
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hat. Besonders bevorzugte Beispiele eines solchen Fragments sind Antik6rper- 
fragmente. 

Spezielle Beispiele sind a-, IS- Oder y-lnterferon, Interleukine, z.B. IL-1 bis IL-18, 
Wachstumsfaktoren, z.B. epidermaler Wachstumsfaktor (EGF), Thrombozyten- 
wachstumsfaktor (PDGF), Fibroblastenwachstumsfaktor (FGF), Gehirn-abgeleiteter 
Wachstumsfaktor (BDGF), Nervenwachstumsfaktor (NGF), B-Zellen-Wachstums- 
faktor (BCGF), Gehirn-abgeleiteter neurotropher Wachstumsfaktor (BDNF), CiliaYer 
neurotropher Faktor (CNTF), transformierende Wachstumsfaktoren, z. B. TGF-a oder 
TGF-B, Kolonie-stimulierende Faktoren (CSF), z.B. GM-CSF, G-CSF, BMP („bone 
morphogenic proteins"), Wachstumshormone, z.B. Human-Wachstumshormon, 
Tumornekrosefaktoren , z.B. TNF-a oder TNF-I3, Somatostatin, Somatotropin, 
Somatomedine, Serumproteine, z.B. die Gerinnungsfaktoren ll-XIII, Albumin, 
Erythropoietin, Myoglobin, Hamoglobin, Plasminogenaktivatoren, z.B. Gewebe- 
Plasminogenaktivator, Hormone oder Prohormone, z.B. Insulin, Gonadotropin, 
Melanocyten-stimulierendes Hormon (a-MSH), Triptorelin, Hypothalamushormone 
z.B. antidiuretische Hormone (ADH) und Oxytocin sowie Liberine und Statine, 
Parathormon, Schilddrusenhormone, z.B. Thyroxin, Thyrotropin, Thyroliberin, 
Prolactin, Calcitonin, Glucagon, Glucagon-ahnliche Peptide (GLP-1, GLP-2 etc.), 
Exendine, z.B. Exendin^, Leptin, Vasopressin, Gastrin, Secretin, Integrine, 
Glycoproteinhormone (z.B. LH, FSH etc.), Pigmenthormone, Lipoproteine und Apo- 
Lipoproteine, z.B. Apo-B, Apo-E, Apo-L a , Immunglobuline, z.B. IgG, IgE, IgM, IgA, 
IgD oder ein Fragment davon, Hirudin, 'Tissue-Pathway"-lnhibitor, Pflanzenproteine, 
z.B. Lektin oder Ricin, Bienengift, Schlangengifte, Immunotoxine, Antigen E, 
Butroxobina, Alpha-Proteinase-lnhibitor, Ragweed-Allergen, Melanin, Oligolysin- 
Proteine, RGD-Proteine oder gegebenenfalls entsprechende Rezeptoren fur eines 
dieser Proteine; oder ein funktionelles Derivat oder Fragment eines dieser Proteine 
oder Rezeptoren. 



Geeignete Enzyme konnen z.B. aus den Gruppen der kohlenhydratspezifischen 
Enzyme, proteolytischen Enzyme, Oxidasen, Oxidoreduktasen, Transferase^ 
Hydrolasen, Lyasen, Isomerasen, Kinasen und Ligasen ausgewahlt sein. Spezielle, 
nicht beschrankende Beispiele sind Asparaginase, Arginase, Arginindeaminase, 
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Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase-Asparaginase, Phenylalanin- 
ammoniumlyase, Tryptophanase, Tyrosinase, Superoxiddismutase, eine Endo- 
toxinase, eine Catalase, Peroxidase, Kallikrein, Trypsin, Chymotrypsin, Elastase, 
Thermolysin, eine Lipase, eine Uricase, Adenosindiphosphatase, Purinnukleosid- 
phosphorylase, Bilirubinoxidase, eine Glucoseoxidase, Glucodase, Gluconatoxidase, 
Galaktosidase, Glucocerebrosidase, Glucuronidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, 
ein Gewebeplasminogenaktivator, Streptokinase, Urokinase, MAP-Kinasen, DNAsen, 
RNAsen, Lactoferrin, und funktionelle Derivate Oder Fragmente davon. 

Wie oben erwahnt, ist die an der Kopplungsreaktion beteiligte funktionelle Gruppe 
des HAS-Molekuls die endstandige Aldehydgruppe oder eine daraus durch 
chemische Umsetzung hervorgegangene Gruppe. 

Ein Beispiel fur eine solche chemische Umsetzung ist die selektive Oxidation dieser 
Aldehydgruppe mit einem schonenden Oxidationsmittel, wie z.B. lod, Brom Oder 
einigen Metallionen, oder auch mittels elektrochemischer Oxidation zu einer 
Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgruppe, z.B. einem Ester, Lacton, Amid, 
wobei die Carboxylgruppe gegebenenfalls in einer zweiten Reaktion in das aktivierte 
Derivat uberfuhrt wird. Diese Carboxylgruppe oder aktivierte Carboxylgruppe kann 
dann mit einer primaren Amino- oder Thiolgruppe des Proteins unter Ausbildung 
einer Amidbindung oder Thioesterbindung gekoppelt werden. 

In einem besonders bevorzugten Herstellungsverfahren wird diese Aldehydgruppe 
mit einem molaren OberschulS an lod, vorzugsweise in einem Molverhaltnis von lod 
zu HAS von 2:1 bis 20:1, besonders bevorzugt etwa 5:1 bis 6:1, in waliriger 
basischer Losung selektiv oxidiert. Nach dem in Beispiel 1 beschriebenen 
optimierten Verfahren wird zunachst eine Menge an Hydroxyalkylstarke in warmem 
destilliertem Wasser gelost und etwas weniger als 1 Molaquivalent waliriger 
lodlosung, vorzugsweise in einer Konzentration von etwa 0,05-0,5 N, besonders 
bevorzugt etwa 0,1 N, zugegeben. Danach wird eine waSrige NaOH-Losung in einer 
molaren Konzentration, die etwa das 5-15fache, vorzugsweise etwa das 10fache, der 
lodlosung betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von mehreren Minuten der 
Reaktionslosung zugegeben, bis die L6sung nach der Zugabe beginnt, wieder War zu 



12 




werden Es wird erneut etwas weniger als 1 Molaquivalent der obigen walirigen 
lodlosung der Reaktionslosung zugegeben, das Zutropfen der NaOH-Losung wieder 
aufgenommen und die Zugabe von lod und NaOH werden solange wiederholt, b.s 
etwa 5,5-6 Molaquivalente lodlosung und 11-12 Molaquivalente NaOH-Losung, 
bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben worden sind. Dann wird die 
Reaktion abgebrochen, die Reaktionslosung entsalzt, z.B. durch Dialyse oder 
Ultrafiltration, einer Kationenaustauschchromatographie unterworfen und das 
Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung gewonnen. Bei diesem Verfahren werden 
unabhangig vom Molekulargewicht der HAS fast quantitative Ausbeuten erzieit. 

In einer weiteren besonders bevorzugten Ausfuhrungsform erfolgt die selektive 
Oxidation mit alkalischen stabilisierten Losungen von Metallionen, z.B. Cu ++ oder 
Ag + , ebenfalls in etwa quantitative Ausbeute (Beispiel 2). Vorzugsweise wird dabei 
ein etwa 3-10facher molarer Oberschuli des Oxidationsmittels eingesetzt. 

AnschlieBend wird die gebildete selektiv oxidierte Hydroxyalkylstarke (ox-HAS) in 
Gegenwart eines Aktivierungsreagenzes mit einer freien Aminogruppe des 
gewdnschten Proteins unter Ausbildung einer Amidbindung umgesetzt. Geeignete 
Aktivierungsreagenzien sind z.B. N-Hydroxysuccinimid, N-Hydroxyphthalimid, 
Thiophenol, p-Nitrophenol, o.p-Dinitrophenol, Trichlorphenol, Trifluorphenol, 
Pentachlorphenol, Pentafluorphenol, 1-Hydroxy-1H-benzotriazol (HOBt), HOOBt, 
HNSA, 2-Hydroxypyridin, 3-Hydroxypyridin, 3,4-Dihydro-4-oxobenzotriazin-3-ol, 4- 
Hydroxy-2 > 5-diphenyl-3(2H)-thiophenon-1,1-dioxid I 3-Phenyl-1 -(p-nitrophenyl)-2- 
pyrazolin-5-on), [i-Benzotriazolyl-N-oxy-tris(dimethylamino)phosphoniumhexa- 
fluorphosphat] ' (BOP), [1-Benzotriazolyloxytripyrrolidinophosphoniumhexafluor- 
phosphat (PyBOP), [0-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N\N^-tetramethyluroniumhexa- 
fluorphosphat (HBTU), [0-(Benzotriazol-1-yl)-N,N,N\N'-tetramethyluronium- 
tetrafluorborat (TBTU), [0-(Benzotriazol-1-yl)-N l N,N\N'-bis(pentamethylen)uronium- 
hexafluorphosphat, [©-(Benzotriazol-l-yD-N.N.N'.N'-bisCtetramethylenJuronium- 
hexafluorphosphat, Carbonyldiimidazol (CDI), oder vorzugsweise Carbodiimide, z. B. 
1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC), Dicyclohexylcarbodiimid 
(DCC) Diisopropylcarbodiimid (DIPC), besonders bevorzugt EDC. Im Gegensatz zu 
gangigen, in der Literatur beschriebenen Verfahren fur ahnliche Kopplungsreaktionen 
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wurde dabei uberraschenderweise festgestellt, dass bei Verwendung eines Carbo- 
diimids in der Regel der Einsatz ansonsten obligatorischer weiterer Aktivatoren wie 
Triazole, z. B. HOBt, nicht erforderlich ist bzw. sogar die Ausbeuten verschlechtert. 
Bei der erfindungsgemalJen Kopplung von ox-HES an verschiedene Modell- 
verbindungen in Gegenwart von EDC und Abwesenheit von HOBt konnten dagegen 
weitgehend unabhangig vom Molekulargewicht der HES hohe Ausbeuten erzielt 
werden (siehe Beispiele). 

Statt der Reaktion der Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgruppe mit einer 
freien primaren Aminogruppe des Proteins (z.B. eines Lysin- oder Argininrests) ist 
grundsatzlich auch eine analoge Reaktion mit einer Thiolgruppe (eines Cysteins) des 
Proteins moglich. Dabei ist jedoch zu berucksichtigen, dass Cysteine in der Regel in 
S-S-Briicken involviert sind und daher fur eine Kopplungsreaktion nicht zur Ver- 
fugung stehen. Sind dagegen freie Cysteine vorhanden, so spielen diese haufig eine 
wichtige Rolle bei der Katalyse oder sind in der Kontaktstelle von Untereinheiten 
involviert. Eine Modifizierung dieser Cysteine wird dann in einem teilweisen oder 
vollstandigen Verlust der biologischen Aktivitat resultieren. Zur Behebung dieses 
Problems konnten freie Cysteine durch gangige gentechnologische Verfahren wie 
z.B. gerichtete Mutagenese oder chemische Peptidsynthese an solchen Stellen im 
Protein eingefuhrt werden, von denen bekannt ist, dass sie keine Rolle fur die 
Aktivitat spielen. Auf diese Weise ist eine optimale Steuerung des Kopplungsortes 
moglich. Auf dieselbe Weise konnten auch andere reaktionsfahige Aminosauren, z.B. 
Lys, His, Arg, Asp, Glu, gezielt in das Protein eingefuhrt werden. 

Die reaktive Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls kann auch eine durch 
chemische Umsetzung der endstandigen Aldehydgruppe entstandene Amino- oder 
Thiolgruppe sein. Beispielsweise kann eine reduktive Aminierung der Aldehyd- 
gruppe durch Reaktion mit Ammoniak in Gegenwart von Wasserstoff und einem 
Katalysator oder in Gegenwart von Natriumcyanoborhydrid durchgefuhrt werden. 
Die entstandene Amino- oder Thiolgruppe kann dann mit einer freien Carboxyl- 
gruppe des Proteins (z.B. einer gegebenenfalls aktivierten Glutamin- oder 
Asparaginsaure) unter Ausbildung einer Amid- oder Thioesterbindung reagieren. 



14 



Ferner kann die endstandige Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls oder 
eine daraus durch chemische Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe 
auch mit einem geeigneten physiologisch vertraglichen, bifunktionellen Linkermolekul 
umgesetzt werden. In diesem Falle ist fur die Kopplungsreaktion die „aus der 
endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls durch chemische 
Umsetzung hervorgegangene funktionelle Gruppe" die verbleibende reaktionsfahige 
funktionelle Gruppe des bifunktionellen Linkermolekuls, mit dem die endstandige 
Aldehydgruppe oder die daraus hervorgegangene funktionelle Gruppe umgesetzt 
wurde. Auf diese Weise kann die endstandige Aldehydgruppe ebenfalls in eine 
gewunschte funktionelle Gruppe uberfuhrt werden. 

Geeignete Linkermolekule enthalten an einem Ende eine Gruppierung, die mit der 
endstandigen Aldehydgruppe oder einer daraus durch chemische Umsetzung 
hervorgegangenen funktionellen Gruppe, z.B. einer Carboxylgruppe, aktivierten 
Carboxylgruppe, Amino- oder Thiolgruppe, eine kovalente Bindung eingehen kann, 
und am anderen Ende eine Gruppierung, die mit einer reaktionsfahigen funktionellen 
Gruppe des Proteins, z.B. einer Amino-, Thiol- oder Carboxylgruppe, eine kovalente 
Bindung eingehen kann. Zwischen den beiden funktionellen Gruppen des Linker- 
molekuls befindet sich ein biologisch vertragliches Bruckenmolekul geeigneter 
Lange, z.B. eine Gruppierung, die sich von einem Alkan ableitet, eine (Oligo)alkylen- 
glycolgruppierung oder eine andere geeignete Oligomergruppierung. Bevorzugte 
Gruppierungen, die mit Aminogruppen reagieren kdnnen, sind z.B. N-Hydroxy- 
succinimidester, Sulfo-N-hydroxysuccinimidester, Imidoester oder andere aktivierte 
Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die mit Thiolgruppen reagieren 
konnen, sind z.B. Maleimid- und Carboxylgruppen; bevorzugte Gruppierungen, die 
mit Aldehyd- oder Carboxylgruppen reagieren kdnnen, sind z.B. Amino- oder 
Thiolgruppen. 

Eine Reihe von speziellen, nicht beschrankenden Beispielen fur geeignete Linker- 
molekule wurden bereits oben unter Bezug auf die Konjugation von LinkermolekQIen 
an das Protein angegeben. 
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Bei einem alternativen erfindungsgemaBen Kopplungsverfahren der vorliegenden 
Erfindung wird die endstandige Aldehydgaippe direkt mit einer primaren Amino- 
gruppe (z.B. eines Lysin- oder Argininrests oder des N-Terminus) des Proteins unter 
Bildung einer Schiff'schen Base umgesetzt. AnschlieSend oder parallel dazu wird die 
gebildete Schiff'sche Base durch Umsetzung mit einem geeigneten Reduktionsmittel 
reduziert, wodurch eine im waBrigen Milieu stabile Bindung zwischen Protein und 
HAS entsteht. Bevorzugte Reduktionsmittel sind Natriumborhydrid, Natriumcyano- 
borhydrid, organische Borkomplexe, z.B. ein 4-(Dimethylamino)pyridin-Borkomplex, 
N-Ethyldiisopropylamin-Borkomplex, N-Ethylmorpholin-Borkomplex, N-Methyl- 
morpholin-Borkomplex, N-Phenylmorpholin-Borkomplex, Lutidin-Borkomplex, 
Triethylamin-Borkomplex, Trimethylamin-Borkomplex; geeignete stereoselektive 
Reduktionsmittel sind beispielsweise Natriumtriacetatborhydrid, Natriumtriethyl- 
borhydrid, Natriumtrimethoxyborhydrid, Kalium-tri-sec-butylborhydrid (K-Selectride), 
Natrium-tri-sec-butylborhydrid (N-Selectride) Lithium-tri-sec-butylborhydrid (L- 
Selectride),Kaliumtriamylborhydrid (KS-Selectride) und Lithiumtriamylborhydrid (LS- 
Selectride). 

Durch geeignete Variation der Reaktionsbedingungen konnen die Ausbeuten 
verbessert werden. Parameter fur solche Optimierungsversuche sind der pH-Wert 
des Reaktionsansatzes (moglicher Proteinabbau durch alkalisches Borhydrid), 
Temperatur und Dauer des Inkubation sowie Art des Reduktionsmittels fur die 
Eintopfreaktion. Eine weitere Alternative stellt die Moglichkeit dar, die Reaktion in 
zwei Schritten durchzufuhren, wobei fur den Reduktionsschritt ein immobilisiertes 
Reduktionsmittel eingesetzt werden kann. 



Die Reaktionsprodukte der Kopplung konnen mit bekannten Verfahren untersucht 
und die Kopplungseffizienz festgestellt werden. So konnen z.B. die freien primaren 
Aminogruppen im Protein vor und nach der Kopplung mit Trinitrobenzolsulfonsaure 
(Habeeb, ASAF, Anal. Biochem. 14, 328-336 (1966)) bestimmt werden. Die 
Kopplungsausbeute von Reaktionen unter Beteiligung primSrer Amine konnte auch 
durch Derivatisierung der nicht-umgesetzten Amine mit Fluorescamin und 
Bestimmung der Fluoreszenz festgestellt werden. Die Molekulargewichtsverteilung 
kann durch SDS-PAGE und Gelpermeation festgestellt werden. Der Proteinanteil im 




. Konjugat ist durch SDS-PAGE und anschlieftende Silberfarbung nachzuweisen, 
wahrend der Saccharidanteil durch eine Glykan-spezifische Farbung der mittels 

* SDS-PAGE getrennten Banden nach Blotting auf eine Membran feststellbar ist. Auch 
eine quantitative Glykanbestimmung ist mdglich. Eine genaue Identifzierung der 
Kopplungsstelle auf dem Protein ist durch Peptid-Mapping und/oder MALDI-TOF- 
Massenspektroskopie bzw. Elektrosprayionisation-Massenspektroskopie moglich. 
Auf diese Weise kann die Kopplung optimiert und die Molekulargewichtsverteilung 
sowie moglicherweise (z.B. bei unterschiedlicher Reaktivitat der reaktionsfahigen 
Gruppen auf dem Protein) sogar die Kopplungsstelle der Produkte vorbestimmt 
werden. 

Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen gegebenenfalls als solche oder in 
Form einer pharmazeutischen Zusammensetzung zur prophylaktischen Oder thera- 
peutischen Behandlung des menschlichen oder tierischen Korpers eingesetzt 
werden. 

Derartige Zusammensetzungen umfassen eine pharmazeutisch wirksame Menge 
eines erfindungsgemafSes Konjugats als aktiven Bestandteil sowie einen pharma- 
zeutisch geeigneten Trager und gegebenenfalls andere therapeutische bzw. 
galenische Bestandteile oder Hilfsstoffe. Hilfsstoffe konnen z.B. Verdunnungsmittel, 
Puffer, Geschmacksmittel, Bindemittel, oberflachenaktive Mittel, Verdickungsmittel, 

•Gleitmittel, Konservierungsstoffe (einschlieBlich Antioxidantien) sowie Substanzen 
einschlieRen, die dazu dienen, die Formulierung mit dem Blut des vorgesehenen 
Empfangers isotonisch zu machen. Eine pharmazeutisch wirksame Menge ist 
diejenige Menge, welche ausreicht, urn bei einmaliger oder mehrmaliger 
Verabreichung im Rahmen einer Behandlung zur Erleichterung, Heilung oder 
Verhutung eines Krankheitszustands eine gewunschte positive Wirkung zu entfalten. 
Ein pharmazeutisch annehmbarer Trager ist ein Trager, der sowohl mit dem 
Arzeimittelwirkstoff als auch mit dem Korper des Patienten kompatibel ist. 

Die Form der Zusammensetzung wird je nach dem gewunschten bzw. geeigneten 
Verabreichungsweg variieren. Ein bevorzugter Weg ist die parenteral Verabreichung, 
z.B. eine subkutane, intramuskulare, intravenose, intraarterielle, intraartikulare, intra- 
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thekale, extradurals Injektion bzw. gegebenenfalls Infusion. Ebenfalls moglich ist eine 
intranasals intratracheale oder topische Applikation. Eine topische Applikation von 
erfindungsgemaiJ konjugierten Wachstumfaktoren kSnnte beispielsweise die 
Wundheilung beschleunigen. Die pharmazeutischen Zusammensetzungen konnen 
gunstigerweise in Form einer Dosierungseinheit dargeboten werden und nach 
irgendeinem der auf dem Gebiet der Pharmazie wohlbekannten Verfahren hergestellt 
werden. 

Die Konjugate der vorliegenden Erfindung konnen auch auf alien anderen Gebieten 
eingesetzt werden, bei denen andere Protein-Polymer-Konjugate, z. B. PEG-Protein- 
Konjugate, zur Anwendung kamen. Einige spezielle, nicht beschrankende Beispiele 
sind die Verwendung eines HAS-Protein-Konjugats als immobilisierter Katalysator 
oder Reaktionspartner fur eine Reaktion in heterogener Phase oder als Saulen- 
material fur die (Immun)affinitatschromatographie. Weitere Anwendungsmoglich- 
keiten werden fur den Fachmann in Kenntnis der hier offenbarten Eigenschaften der 
erfindungsgemafcen HAS-Protein-Konjugate unschwer ersichtlich sein. 
Die folgenden Beispiele sollen die Erfindung naher erlautem, ohne diese jedoch 
darauf zu beschranken. Insbesondere konnen analoge Reaktionen auch mit 
Hydroxymethylstarke und Hydroxypropylstarke durchgefuhrt und ahnliche 
Ergebnisse erzielt werden. 



• BEISPIEL 1 
Selektive Oxidation von Hydroxyethylstarke (HES) mit lod 

In einem Rundkolben wurden 10 g HES-130 kD in 12 ml entionisiertem Wasser unter 
Erwarmen gelost. Zu dieser Losung wurden 2 ml einer l 2 -L6sung (0.1 N) gegeben. 
Eine Pipette mit 2 ml 1.0 N NaOH wurde mit dem Kolben uber ein 2-Wege- 
Verbindungsstuck verbunden und die NaOH-Losung mit ca. 1 Tropfen pro 4 Minuten 
zugetropft. Nach Zugabe von ungefahr 0.2 ml der NaOH-Losung war die Losung 
entfarbt, zu diesem Zeitpunkt wurde eine zweite Portion von 2 ml 0.1 N lodlSsung 
zugegeben. Die Reaktion war nach Zugabe von insgesamt 14 ml lodlosung und 2.8 
ml NaOH-Losung beendet. Die Reaktionsmischung wurde anschlieRend gegen 
entionisiertes Wasser dialysiert. 




. Lactonisierung: 

Die teilweise entsalzte Losung wurde einer Chromatographie an einer 
Kationenaustauschersaule (Amberlite IR-120, H + -Form) unterzogen, um die 
Aldonatgruppen in Aldonsauregruppen umzuwandeln. AnschliefJend wurde das 
Wasser durch Lyophilisation entfernt und so die Lactonform erhalten. 

Bestimmung des Oxidationsgrades: 

Zu jeweils 1 ml Probenlosung werden unter N2-Atmosphare 1 ml alkalisches 
Kupferreagenz (3.5 g Na 2 P0 4 , 4.0 g K-Na-Tatrat in 50 ml H 2 0, dazu 10 ml 1 N 
NaOH, 8.0 ml 10%iger (Gew.A/ol.) CuS0 4 -Losung und 0.089 g K-lodat in 10 ml 

• H 2 0, nach Zugabe von 18 g Na-Sulfat auf 100 ml auffullen) pipettiert. Es wird 45 
Minuten bei 100 °C erhitzt. Nach Abkuhlen werden 0.2 ml 2.5%iger Kl-L6sung und 
0.15 ml 1 M H 2 S0 4 addiert. Nach 5 Min. wird mit 1 Tropfen Phenolrot-lndikatorlosung 
(1% Gew.A/ol.) versetzt und mit 5 mM Na 2 S 2 0 3 -L6sung bis zum Verschwinden der 
Farbe titriert Aus dem Verbrauch an Titrationsmittel lafit sich die Konzentration 
nichtumgesetzter Aldehydgruppen berechnen. 

Es wurde eine annahernd quantitative Ausbeute erzielt (>98%). Hydroxyethylstarken 
mit hoherer molarer Masse (z.B. 130 kD, 250 kD, 400 kD) konnten, genauso wie 
Hydroxyethylstarken mit niedrigerer molarer Masse (z.B. 10 kD, 25 kD, 40 kD), nach 
dieser Vorschrift in ahnlich hohen Ausbeuten oxidiert werden. 

• BEISPIEL 2 
Selektive Oxidation von HES mit Cu 2+ -lonen 

Unter Erwarmen wurde eine Losung von 0.24 mMol HES-130 kD in 10 ml entionisier- 
tem Wasser hergestellt Diese Losung wurde in einem 1 00-ml-Rundkolben auf eine 
Temperatur von 70-80 °C erhitzt und mit 1.17 mMol stabilisiertem Cu 2+ (z.B. Rochelle- 
Salz als Stabilisator oder andere Stabilisatoren) und wassriger verd. NaOH-Losung 
versetzt (Endkonzentration 0.1 N NaOH). Danach wurde die Temperatur auf 100 °C 
erhoht und die Reaktion solange laufen lassen, bis eine rotliche Farbe entstanden war. 
Die Reaktion wurde gestoppt und die Reaktionsmischung auf 4°C abgekuhlt. Der 
rotliche Niederschlag wurde durch Filtration entfernt. Das Filtrat wurde gegen 
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- entionisiertes Wasser diaiysiert und anschliefcend wie in Beispiel 1 in das Lacton 
umgewandelt und lyophilisiert. Die Oxidation verlief quantitativ (Ausbeute >99%). 

*" Nach dieser Methode liessen sich auch niedermolekulare HES (z.B. HES-10 kD, HES- 
25 kD, HES-40 kD) und hohermolekulare HES-Spezies oxidieren. 

BEISPIEL 3 

Kopplung von selektiv oxidierter hochmolekularer HES (ox-HES-130 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

In einem Rundkolben mit Magnetruhrer wurden 4.3 g ox-HES-130 kD und 200 mg 
HSA (Sigma, Taufkirchen) unter leichtem Erwarmen vollstandig in Wasser gelost. Zu 
A m dieser Losung wurden 30 mg Ethyldimethylaminopropylcarbodiimid (EDC), gelost in 
Wasser, zugegeben. Nach 2 h unter sehr maSigem Ruhren wurde eine zweite 
Portion von 30 mg EDC zugegeben. Nach weiteren zwei Stunden unter sehr 
ma&igem Ruhren wurde eine dritte Portion von 40 mg des Carbodiimids zugegeben. 
Die Reaktionsmischung wurde unter diesen Bedingungen uber Nacht belassen, 15 h 
lang gegen destilliertes Wasser diaiysiert und lyophilisiert. Der Erfolg der Kopplung 
wurde mittels Gelpermeationschromatographie, SDS-PAGE und kohlenhydrat- 
spezifischer Farbung (Glyco-Dig-Kit von Roche-Boehringer, Basel) nach Blotting auf 
eine PVDF-Membran nachgewiesen. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug ca. 
90%. 

BEISPIEL 4 

Kopplung von selektiv oxidierter niedermolekularer HES (ox-HES-10 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

In einem Rundkolben mit Magnetruhrer wurden 7.4 g ox-HES-10 kD und 50 mg HSA 
vollstandig in Wasser gelost. Die Reaktion wurde nach dem oben beschriebenen 
Verfahren fur hochmolekulare HES durchgefuhrt, wobei insgesamt 282 mg EDC in 
drei Aliquots zugegeben wurden. Die Reaktionsmischung wurde ebenfalls diaiysiert 
und lyophilisiert wie oben beschrieben. Die Analyse (wie oben) zeigte, dass 
Kopplungsprodukt erhalten wurde, jedoch waren die Ausbeuten etwas niedriger als 
bei der Kopplung mit hochmolekularer ox-HES. 
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- BEISPIEL 5 
Kopplung von ox-HES-130 kD an Myoglobin (Mb) 

4.3 g ox-HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (6-7 ml) gelost und anschlieliend 
100 mg Mb (Sigma, Taufkirchen), gelost in 10 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.0), 
zugegeben. Die Kopplungsreaktion wurde durch Zugabe von 30 mg EDC gestartet. 
Die Zugabe von EDC wurde alle 2 Stunden wiederholt, bis insgesamt 90 mg des 
Carbodiimids verbraucht waren. Die Reaktionsmischung wurde anschliefcend gegen 
50 mM Phosphatpuffer, pH 7.0, dialysiert und lyophilisiert. Die GPC zeigte einen 
eindeutigen Produktpeak, der im Ausschlussvolumen bei 450 nm detektiert wurde. 
Aus diesem konnte eine Kopplungsausbeute von 88% berechnet werden. Die 
Sauerstoffbindungskapazitat des hesylierten Myoglobins betrug ca. 76% der 
Bindungskapazitat des unmodifizierten Mb. 

BEISPIEL 6 

Kopplung von ox-HES-10 kD an Superoxiddismutase (SOD) 

Ein Volumenteil einer walJrigen Losung von ox-HES-10 kD (1.05 g/ml) wurde mit 
einem Volumenteil einer 7 mg/ml SOD-L6sung (Sigma, Taufkirchen) in 50 mM 
Phosphatpuffer, pH 7.6, bei Raumtemperatur inkubiert. Die Kopplungsreaktion wurde 
durch Zugabe von 280 mg EDC in 5 Portionen uber einen Zeitraum von 24 h initiiert. 
Der Reaktionsverlauf wurde durch GPC-Analytik in Phosphatpuffer und Detektion bei 
280 nm verfolgt. Nach 24 h wurden 81 % des Proteins im hochmolekularen Bereich 
ler Trennsaule gefunden und die Reaktion nach dieser Zeit abgebrochen. Die 
Reaktionsmischung wurde einer Diafiltration mit einer 30-kD-Membran unterzogen 
und anschlieliend lyophilisiert. Massenspektrometrische Analyse des Produktes 
zeigte im Mittel ein molares Verhaltnis von HES zu Protein von ca. 3:1. 
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BEISPIEL 7 

Kopplung von ox-HES-130 kD an Streptokinase (SK) 

3.8 g ox-HES-130 kD wurden zusammen mit 35 mg Streptokinase (Sigma, Tauf- 
kirchen) in m6glichst wenig 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.2, gelost. Bei Raum- 
temperatur wurden 46.5 mg EDC und 20 mg 1 -Hydroxybenzotriazol-Hydrat (HOBt) 
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. zugegeben und Reaktion fur insgesamt 24 h unter leichtem Ruhren gehalten. Nach 
Dialyse und Gefriertrocknung wurden nach GPC-Analyse ca. 78% des Proteins als 

' HES-Konjugat gefunden. In der SDS-PAGE war mit Silberfarbung eine deutliche 
Erhohung der molaren Masse der Streptokinase zu beobachten. Parallel dazu 
konnten in der hochmolekularen Bande Kohlenhydrat-Strukturen mit der Digoxigenin- 
Methode eindeutig nachgewiesen werden. 



BEISPIEL 8 

Kopplung von ox-HES-130 kD an humanes lnterleukin-2 (IL-2) 

45 mg ox-HES-130 kD wurden in 0.5 ml 50 mM Na-Phosphat-Puffer, pH 6.5, unter 
leichtem Erwarmen vollstandig gelost. Nach Zugabe von 0.25 mg humanem IL-2 
(Sigma, Taufkirchen), wodurch die Losung opak wurde, wurde bei Raumtemperatur 
4-6 h gerDhrt. AnschlieBend wurden 5 mg EDC in 4 Portionen mit jeweils 2 h 
Zeitdifferenz zugegeben und Ciber Nacht weitergeruhrt, wobei eine klare Ldsung 
entstand. Analyse mit GPC ergab ca. 65% Kopplungsausbeute. 

BEISPIEL 9 

Kopplung von ox-HES-25 kD an humanen Tumornekrosefaktor a (TNFa) 

Zu 86 mg ox-HES-25 kD in ca. 0.4 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.0) wurden 0.3 mg 
hTNFoc (Sigma, Taufkirchen) gegeben. Die trube Losung wurde fur ca. 2 h geruhrt 
bevor 1 mg EDC und 0.5 mg HOBt zugegeben wurden. Es wurde fur ca. 6 h weiter- 
eruhrt, wobei die Losung im Laufe der Reaktionszeit klar wurde. Das Kopplungs- 
produkt wurde durch Ultrafiltration und Gefriertrocknung isoliert und mittels GPC und 
Detektion bei 280 nm analysiert. Dabei wurde eine Kopplungsausbeute von 
annahernd 74% gefunden. 



BEISPIEL 10 

Kopplung von ox-HES-130 kD an "Glucagon-like Peptide" (GLP-1) 

In einem moglichst geringen Volumen Wasser wurden 7.4 g ox-HES-130 kD unter 
Erwarmen und leichtem Ruhren gelost. Dazu wurde eine Losung von 10 mg GLP-1 
in der Amid-Form (Bachem, Schweiz) in 50 mM Phosphatpuffer, pH 7.4, pipettiert. 
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Die Reaktion wurde durch Zugabe von 35 mg EDC gestartet und fur 2 h vorsichtig 
geruhrt. Dies wurde noch 2x wiederholt, da nach dieser Zeit in der GPC-Analyse bei 
280 nm kein Peptid-Peak mehr zu erkennen war, d.h., eine annahernd vollstandige 
Umsetzung zum Kopplungsprodukt stattgefunden hatte. Dieses Kopplungsprodukt 
wurde mit einer 30 kD-Membran diafiltriert und aus Phosphatpuffer-Losung 
lyophilisiert. Aus den Ergebnissen einer MALDI-Massenspektroskopie konnte auf 
eine l:1-Stochiometrie zwischen Peptid und HES geschlossen werden. 

Beispiel 1 1 

Kopplung von hochmolekularer HES (HES-130 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

9.75 g HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (6-7 ml) gelost und anschlieftend 
50 mg HSA, gelost in 1 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), zugegeben. Die 
Reaktionsmischung wurde mit einem Magnetruhrer geruhrt. Die Losung wurde dann 
mit NaBH 3 CN (50-70 mg) gemischt und einige Minuten leicht geruhrt. Die Losung. 
wurde weiter alle zwei Stunden fur 15 Minuten geruhrt. Danach wurde ein weiteres 
Aliquot von NaBH 3 CN (etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende (nach fast 36 h 
Reaktionszeit) war eine Gesamtmenge von 285 mg NaBH 3 CN eingesetzt worden. 
Die Losung wurde dann dialysiert und lyophilisiert. Die Analyse erfolgte wie in 
Beispiel 4 beschrieben. Die Kopplungseffizienz betrug etwa 65%. 

Beispiel 12 

Kopplung von niedermolekularer HES (HES-10 kD) 
an Humanserumalbumin (HSA) 

4.5 g HES wurden vollstandig in Wasser (4-5 ml) gelost und dann 50 mg HSA, gelost 
in 1 ml 0.1 M Phosphatpuffer (pH 7.4), zugegeben. Als die Losung klar war, 
erforderlichenfalls durch Ruhren mit einem Magnetruhrer bewirkt, wurde NaBH 4 (50- 
70 mg) zugegeben und unter leichtem Ruhren eingemischt. Die Losung wurde ohne 
Ruhren zwei Stunden lang stehengelassen und dann alle zwei Stunden fur 15 
Minuten geruhrt, wie bei der Reaktion mit hochmolekularer HES. Als die Losung 
keine Blasen (H 2 -Entwicklung) mehr zeigte, wurde ein weiteres Aliquot von NaBH 4 
(etwa 50 mg) zugegeben. Am Ende war eine Gesamtmenge von 180 mg NaBH 4 




eingesetzt worden. Die Losung wurde dann dialysiert und lyophilisiert. Die Analyse 
erfolgte mittels Gelperrneationschromatographie (GPC), die Ausbeute lag bei ca. 
• 15%. 



BEISPIEL 13 

Kopplung von HES-40 kD an Asparaginase 

3.0 g HES-40 kD wurden vollstandig in Wasser (ca. 4 ml) gelost. Dazu wurde eine 
Losung von 80 mg Asparaginase (Sigma, Taufkirchen) in 6 ml 0.1 M Boratpuffer, pH 
9.0, gegeben und solange geruhrt bis die Reaktionsmischung klar war. AnschlieUend 
wurde die Temperatur auf 37 °C erhoht und nach 2 h ca. 50 mg NaBH 3 CN zuge- 

• geben. Dieser Reaktionszyklus wurde noch 3x wiederholt. Zur Aufarbeitung des 
Produkts wurde die Reaktionsmischung gegen 0.1 M Phosphatpuffer, pH 7.4, 
dialysiert. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug ca. 61%, wobei ca. 73% der 
Asparaginaseaktivitat wiedergefunden werden konnten. 

BEISPIEL 14 

Kopplung von HES-130 kD an humanes lnterleukin-2 (IL-2) 

50 mg HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (ca. 0.2 ml) gelost. Dazu wurde 
eine Suspension von 0.25 mg humanes IL-2 (Sigma, Taufkirchen) in 0.2 ml 0.1 M 
Boratpuffer, pH 9.0, gegeben und solange geruhrt, bis die Reaktionsmischung klar 
war (4 h). Im Abstand von je 4 h wurden jeweils 1 mg NaBH 3 CN zugegeben und 
Klweitergeruhrt. Nach weiteren 24 h Reaktionszeit wurde gegen 0.1 M Phosphatpuffer, 
^^^pH 7.4, dialysiert und lyophilisiert. Die Ausbeute an Kopplungsprodukt betrug nach 
Analyse durch GPC ca. 42%. 

BEISPIEL 15 

Kopplung von HES-130 kD an Insulin 

4.0 g HES-130 kD wurden vollstandig in Wasser (ca. 6 ml) gelost. Dazu wurden 55 
mg Insulin aus Rinderpankreas (Sigma, Taufkirchen) in 7.5 ml 0.1 M Boratpuffer, pH 
9.0, gegeben und fur ca. 24 h bei 37 °C geruhrt. Das Reduktionsmittel NaBH 3 CN (60 
mg in 30 ml) wurde uber einen Zeitraum von 8 h langsam zugetropft Anschliefcend 
wurde fur weitere 24 h geruhrt und die Reaktionsmischung durch Ultrafiltration (30 
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kD) von Salzen und nicht umgesetzten Reagentien befreit. Durch Lyophilisation 
wurde ein stabiles Kopplungsprodukt erhalten. Ca. 55% des eingesetzten Insulins 
wurden als HES-Konjugat wiedergefunden. 
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PATENTANSPRUCHE 



1 . Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat, dadurch gekennzeichnet, dass die 
bindende Wechselwirkung zwischen dem Hydroxyalkylstarkemolekul und dem 
Protein auf einer kovalenten Bindung beruht, welche das Ergebnis einer 
Kopplungsreaktion zwischen (i) der endstandigen Aldehydgruppe oder einer 
aus dieser Aldehydgruppe durch chemische Umsetzung hervorgegangenen 
funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls und (ii) einer mit dieser 
Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen Gruppe des 
Hydroxyalkylstarkemolekuls reaktionsfahigen funktionellen Gruppe des 
Proteins ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion unmittelbar resultierende 
Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur oben genannten 
kovalenten Bindung modifiziert sein kann. 

2. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1, dadurch gekenn- 
zeichnet, dass die aus der endstandigen Aldehydgruppe des Hydroxyalkyl- 
starkemolekuls durch chemische Umsetzung hervorgegangene funktionelle 
Gruppe eine der funktionellen Gruppen eines bifunktionellen Linkermolekuls 
ist, mit dem die endstandige Aldehydgruppe umgesetzt wurde. 

3. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daft die reaktionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins 
eine der funktionellen Gruppen eines bifunktionellen Linkermolekuls ist, 
welches an das Protein gekoppelt wurde. 

4. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1 oder 2, dadurch 
gekennzeichnet, daS die reaktionsfahige funktionelle Gruppe des Proteins 
durch rekombinante Veranderung der ursprunglichen Aminosauresequenz in 
das Protein eingefuhrt wurde. 

5. Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch 
gekennzeichnet, dass die kovalente Bindung das Ergebnis einer Kopplungs- 
reaktion zwischen einer durch selektive Oxidation der endstandigen 




Aldehydgruppe gebildeten Carboxylgruppe oder aktivierten Carboxylgruppe 
des Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer primaren Aminogruppe oder 
Thiolgruppe des Proteins ist. 

6. Konjugat nach Anspruch 5, dadurch gekennzeichnet, dass die kovalente 
Bindung eine Amidbindung ist, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion 
zwischen einem durch selektive Oxidation der endstandigen Aldehydgruppe 
des Hydroxyalkylstarkemolekuls gebildeten aktivierten Carboxylgruppe und 
einer primaren Aminogruppe des Proteins ist. 

Konjugat nach Anspruch 1, 3 oder 4, dadurch gekennzeichnet, dass die 
kovalente Bindung eine Aminbindung ist, welche das Ergebnis einer 
Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen Aldehydgruppe des 
Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer primaren Aminogruppe. des Proteins 
unter Bildung einer SchifT schen Base und der Reduktion der Schiff'schen 
Base zum Amin ist. 

8. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 7, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Molekulargewicht im Bereich von etwa 4 
bis etwa 1 000 kD aufweist. 

Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekul ein Molekulargewicht von etwa 4 bis etwa 50 kD aufweist. 

Konjugat nach Anspruch 8, dadurch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekul ein Molekulargewicht von etwa 70 bis etwa 1000 kD aufweist. 

11. Konjugat nach Anspruch 10, dadurch gekennzeichnet, dass das Hydroxyalkyl- 
starkemolekul ein Molekulargewicht von etwa 1 30 kD aufweist. 

12. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 11, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Hydroxyalkylstarkemolekul einen Substitutionsgrad von etwa 0,3 bis etwa 
0,7 aufweist. 



7. 
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13. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 12, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Verhaltnis der C 2 - zu C 6 -Substitution von 8 
bis 12 aufweist. 

1 4. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 1 3, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Hydroxyalkylstarkemolekul ein Hydroxyethylstarkemolekul ist. 

15. Konjugat nach einem der Anspruche 1 bis 14, dadurch gekennzeichnet, dass 
das Protein eine regulatorische oder katalytische Funktion, eine Signal- 
vermittlungs- oder Transportfunktion oder eine Funktion bei der Immun- 
reaktion oder Auslosung einer Immunreaktion besitzt. 

16. Konjugat nach Anspruch 15, dadurch gekennzeichnet, dass das Protein aus 
der Gruppe aus Enzymen, Antikorpern, Antigenen, Transportproteinen, 
Bioadhasionsproteinen, Hormonen und Prohormonen, Wachstumsfaktoren 
und Wachstumsfaktor-Rezeptoren, Cytokinen, Rezeptoren, Suppressoren, 
Aktivatoren, Inhibitoren oder einem funktionellen Derivat oder Fragment davon 
ausgewahlt ist. 

17. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Protein a- ft- oder y-lnterferon, ein Interleukin, ein Serumprotein, z.B. Albumin 
oder ein Gerinnungsfaktor, Erythropoietin, Myoglobin, Hamoglobin, ein 
Plasminogenaktivator, BCGF, BDGF, EGF, FGF, NGF, PDGF, BDNF, CNTF, 
TGF-oc, TGF-S, ein Koldnie-stimulierender Faktor, ein BMP, Somatomedin, 
Somatotropin, Somatostatin, Insulin, Gonadotropin, a-MSH, Triptorelin, 
Prolactin, Calcitonin, Glucagon, ein Glucagon-ahnliches Peptid, z.B. GLP-1 
oder GLP-2, Exendin, Leptin, Gastrin, Secretin, ein Integrin, ein Hypo- 
thalamushormon, z.B. ein ADH, Oxytocin, ein Liberin oder Statin, ein Schild- 
drusenhormon, z.B. Thyroxin, Thyrotropin, Thyroliberin, ein Wachstums- 
hormon, z.B. Human-Wachstumshormon, LH, FSH, ein Pigmenthormon, TNF- 
aoderTNF-(l, Hirudin, ein Lipoprotein oder Apo-Lipoprotein, z.B. Apo-B, Apo- 
E, Apo-La, ein Oligolysin-Protein, ein RGD-Protein, ein Lektin oder Ricin, 
Bienengift oder ein Schlangengift, ein Immunotoxin, Ragweed-Allergen, 
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Antigen E, ein Immunglobulin, oder ein Rezeptor fur eines dieser Proteine 
oder ein funktionelles Derivat oder Fragment eines dieser Proteine oder 
Rezeptoren ist. 





18. Konjugat nach Anspruch 15 oder 16, dadurch gekennzeichnet, daft das 
Protein ein Enzym ist, welches aus einer Asparaginase, Arginase, 
Arginindeaminase, Adenosindeaminase, Glutaminase, Glutaminase- 
Asparaginase, Phenylalaninammoniumlyase, Tryptophanase, Tyrosinase, 
Superoxiddismutase, Endotoxinase, Catalase, Peroxidase, Kallikrein, Trypsin, 
Chymotrypsin, Elastase, Thermolysin, einer Lipase, Uricase, Adenosin- 
diphosphatase, Purinnukleosidphosphorylase, Bilirubinoxidase, Glucose- 
oxidase, Glucodase, Gluconatoxidase, Galaktosidase, Glucocerebrosidase, 
Glucuronidase, Hyaluronidase, Gewebefaktor, einem Gewebeplasminogen- 
aktivator, Streptokinase, Urokinase, einer MAP-Kinase, DNAse, RNAse, 
Lactoferrin, und funktionellen Derivaten oder Fragmenten davon ausgewahlt 
ist. 

19. Pharmazeutische Zusammensetzung, umfassend eine wirksame Menge eines 
Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 18 sowie einen pharmazeutisch 
annehmbaren Trager und gegebenenfalls weitere Hilfs- und Wirkstoffe. 

20. Verwendung eines Konjugats nach einem der Anspruche 1 bis 18 oder einer 
Zusammensetzung nach Anspruch 19 zur therapeutischen oder praventiven 
Behandlung von Menschen oder Tieren. 

21. Verfahren zur Herstellung eines Hydroxyalkylstarke-Protein-Konjugats nach 
einem der Anspruche 1 bis 18, dadurch gekennzeichnet, dass in waliriger 
Losung eine Kopplungsreaktion zwischen der endstandigen Aldehydgruppe 
oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch chemische Umsetzung hervor- 
gegangenen funktionellen Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls und einer 
mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervorgegangenen funktionellen 
Gruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls reaktionsfahigen funktionellen 
Gruppe des Proteins durchgefuhrt wird und die bei der Kopplungsreaktion 
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unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion 
modifiziert wird. 





22. Verfahren nach Anspruch 21, dadurch gekennzeichnet, dass das Reaktions- 
medium der Kopplungsreaktion Wasser Oder eine Mischung aus Wasser und 
einem organischen Losungsmittel ist, wobei der Wasseranteil der Mischung 
mindestens 80% betragt. 

23. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
endstandige Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls durch selektive 
Oxidation in die entsprechende Carboxylfunktionalitat uberfuhrt und diese 
anschlieBend unter Aktivierungsbedingungen in waSriger Ldsung mit einer 
freien Aminogruppe des Proteins umgesetzt wird, so dass das Hydroxy- 
alkylstarkemolekul durch eine Amidbindung an das Protein gebunden wird. 

24. Verfahren nach Anspruch 23, dadurch gekennzeichnet, dass die selektive 
Oxidation der Aldehydgruppe mit lod oder Metallionen in waRriger basischer 
Losung durchgefuhrt wird. 

25. Verfahren nach Anspruch 23 oder 24, dadurch gekennzeichnet, dass die 
Kopplungsreaktion in Gegenwart eines Carbodiimids durchgefuhrt wird. 

Verfahren nach Anspruch 25, dadurch gekennzeichnet, dass das Carbodiimid 
1-(3-Dimethylaminopropyl)-3-ethylcarbodiimid (EDC) ist. 

27. Verfahren nach Anspruch 21 oder 22, dadurch gekennzeichnet, dass die 
endstandige Aldehydgruppe des Hydroxyalkylstarkemolekuls mit einer freien 
Aminogruppe des Proteins unter Bildung einer Schiffschen Base gekoppelt 
wird und die gebildete Schiff sche Base zum Amin reduziert wird, so dass das 
Hydroxyalkylstarkemolekul durch eine Aminbindung an das Protein gebunden 
wird. 
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Verfahren nach Anspruch 27, dadurch gekennzeichnet, dass sowohl Kopplung 
als auch Reduktion in wSSriger Lpsung^iattfi/Kten 

Verfahren nach Anspruche 27 Oder 28,' dadurch gekennzeichnet, dass das 
Reduktionsmittel Natriumborhydrid, Natriumcyanoborhydrid Oder ein 
organischer Borkomplex ist. 

Verfahren nach einem der Anspruche 27 bis 29, dadurch gekennzeichnet, 
dass die Kopplungs- und Reduktionsreaktionen gleichzeitig durchgefuhrt 
werden. 

Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endstandigen Aldehydgruppe 
oxidierter Hydroxyalkylstarke, dadurch gekennzeichnet, dass die Hydroxy- 
alkylstarke in einem Molverhaltnis von lod zu HAS von 2:1 bis 20:1 in waSriger 
basischer Losung umgesetzt wird. 

Verfahren nach Anspruch 31, dadurch gekennzeichnet, dass das 
Molverhaltnis von lod zu HAS etwa 5:1 bis 6:1 betragt 

Verfahren nach Anspruch 31 , dadurch gekennzeichnet, dass 

a) eine Menge von Hydroxyalkylstarke in warmem destilliertem Wasser 
gelost wird und etwas weniger als 1 Molaquivalent walSriger lodlosung 
zugegeben wird, 

b) NaOH-Losung in einer rnolaren Konzentration, die etwa das 5-15fache 
der lodlosung betragt, langsam tropfenweise in Abstanden von 
mehreren Minuten der Reaktionslosung zugegeben wird, bis die Losung 
nach der Zugabe beginnt, wieder klar zu werden, 

c) erneut etwas weniger als 1 Molaquivalent waSriger lodlosung der 
Reaktionslosung zugegeben wird, 

d) das Zutropfen der NaOH-Losung wieder aufgenommen wird, 

e) die Schritte b) bis d) solange wiederholt werden, bis etwa 5,5-6 
Molaquivalente lodlosung und 11-12 MolSquivalente NaOH-Losung, 
bezogen auf die Hydroxyalkylstarke, zugegeben worden sind, 
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f) die Reaktion dann abgebrochen und die Reaktionslosung entsalzt und 
einer Katbnenaustau^^ das 
Reaktionsprodukt durch Lyophilisierung gewonnen wird. 

34. Verfahren nach Anspruch 33, dadurch gekennzeichnet, dass es sich bei der 
waSrigen lodlosung um eine etwa 0,05 - 0,5 N lodlosung handelt. 

35. Verfahren nach Anspruch 33 oder 34, dadurch gekennzeichnet, dass die 
molare Konzentration der NaOH-Ldsung etwa das 10fache der lodlosung 
betragt. 



6. Verfahren zur Herstellung von selektiv an der endstandigen Aldehydgruppe 
oxidierter Hydroxyalkylstarke, dadurch gekennzeichnet, dass die HAS in 
waBriger alkalischer Losung mit einem molaren OberschuS an stabilisierten 
Metallionen, ausgewahlt aus Cu 2+ -lonen und Ag + -lonen, oxidiert wird. 





Zusammenfassuna 

Die vorliegende Erfindung betrifft die Kopplung von Proteinen an ein von Starke 
« abgeleitetes modifiziertes Polysaccharid, wobei die bindende Wechselwirkung 
zwischen dem modifizierten Polysaccharid und dem Protein auf einer kovalenten 
Bindung beruht, welche das Ergebnis einer Kopplungsreaktion zwischen der end- 
standigen Aldehydgruppe oder einer aus dieser Aldehydgruppe durch chemische 
Umsetzung hervorgegangenen funktionellen Gruppe des modifizierten Poly- 
saccharidmolekuls und einer mit dieser Aldehydgruppe oder daraus hervorge- 
gangenen funktionellen Gruppe des Polysaccharidmolekuls reaktionsfahigen 
funktionellen Gruppe des Proteins ist, wobei die bei der Kopplungsreaktion 
unmittelbar resultierende Bindung gegebenenfalls durch eine weitere Reaktion zur 
|obengenannten kovalenten Bindung modifiziert sein kann. Die Erfindung betrifft 
ferner pharmazeutische Zusammensetzungen, welche die bei der Kopplung 
gebildeten Konjugate umfassen, und die Verwendung dieser Konjugate und 
Zusammensetzungen zur prophylaktischen oder- therapeutischen Behandlung des 
menschlichen oder tierischen Korpers. 
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